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 El objetivo de este proyecto es poder producir andamios porosos con la técnica de 
separación de fases inducida térmicamente y de adaptar esta al laboratorio de Biomateriales. 
Así hemos hecho un diseño experimental con tres parámetros del proceso de fabricación que 
controlan la micro- y macro-estructura: la cantidad de material polimérico, la composición 
del solvente y la temperatura de temple. Hemos intentado entender, los mecanismos que 
dirigen la separación de fases e identificarlos a partir de las morfologías obtenidas y la 
influencia de los parámetros citados sobre características morfológicas tal como la porosidad 
y el tamaño de poros.  
 
 Nuestros resultados confirman los ejes principales de las teorías encontradas en los 
artículos científicos que se tratan de la producción de andamios con la técnica de separación 
de fases inducida térmicamente. Las investigaciones han permito también de comparar dos 
técnicas diferentes para la extracción del solvente, etapa primordial del proceso de separación 
de fases: la liofilización (freeze-drying) y la extracción en frió (freezing-extraccion). Hemos 
también desarrollado los moldes que permiten controlar la orientación de la morfología de los 
andamios. 
 
 Finalmente el proyecto nos han permito de circunscribir los ensayos a realizar en el 
futuro para responder a las necesidades de los andamios para aplicaciones muy atractivas tal 
como la regeneración nerviosa.  
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La pérdida de tejidos debido a enfermedades, traumatismos o defectos congénitos 
requiere a menudo una intervención quirúrgica para restaurar su función. Sin embargo los 
tratamientos clínicos actuales como el transplante o el injerto por ejemplo, poseen desventajas 
significativas como la disponibilidad limitada del tejido implantable, la pérdida elevada del 
tejido implantado o los dolores en el sitio de extracción. (Griffith and Naughton, 2002) 
Así la ingeniería de tejidos busca tratar la perdida de tejidos mediante la implantación de 
materiales biodegradables para permitir 
que las células y otros factores bioactivos 
ayuden a la regeneración de la zona 
afectada.  
La ingeniería de tejidos es el montaje tri-
dimensional de tejidos o órganos vitales 
mediante un proceso que incluye células, 
señales y respuestas, y la matriz 
extracelular (Sipe, 2002). Este concepto tiene muchas aplicaciones en la medicina reparativa, 
término a menudo utilizado para definir el reemplazo, la reparación o el realce funcional de 
tejidos  y de órganos (Sipe, 2002). Efectivamente las posibilidades de la ingeniería de tejidos 
para la medicina reparativa podrían ser enormes, si pudiera ser  desarrollara y avanzara hasta 
que los tejidos y órganos vivos se pudieran montar rutinariamente e integrar confiablemente 
en el cuerpo para restaurar, sustituir o realzar funciones del tejido y del órgano. Así, el uso de 
la ingeniería de tejidos para la medicina reparativa es una gran promesa para el tratamiento de 
una gran cantidad de condiciones incluyendo defectos de nacimiento, desórdenes músculo 
esqueléticos, las enfermedades de Alzheimer y Parkinson, diabetes, enfermedades cardíacas, 
lesiones de la médula espinal...(Sipe, 2002) Además de su uso para la medicina reparativa, la 
ingeniería de tejidos podría proporcionar los tejidos sustitutivos que podrían ser útiles para el 
descubrimiento y los ensayos de medicinas. 
En estas aplicaciones, la elección del material del andamio es crucial para el éxito de la 
técnica. Además de las características químicas del material, las propiedades mecánicas y el 
área superficial al que tendrán acceso las células, son esenciales. Idealmente un andamio debe 
tener las características siguientes:  
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Open porous scaffold 
made by CO2-method, 





(i) Ser tridimensional y altamente poroso con una red 
de poros interconectada para el crecimiento de la s 
células y el transporte de alimentos.  
(ii) Ser biocompatible y absorbible con una velocidad de 
degradación y de resorción controlable para emparejar 
el crecimiento de las células/ del tejido  in vitro e in 
vivo;  
(iii) Tener una superficie químicamente adecuada para  el  
acceso, la          proliferación, y  la diferenciación de las 
células 
(iv)  Poseer características mecánicas parecidas a las del tejido  en el sitio de la 
implantación.(Hutmacher, 2000) 
 
Una gran variedad de materiales se ha utilizado para el reemplazo y la reparación de tejidos 
dañados o traumatizados. Estos materiales incluyen metales, cerámicas, polímeros (naturales 
y sintéticos) y sus combinaciones. Los metales y las cerámicas tienen dos desventajas 
importantes para las aplicaciones de la ingeniería de los tejidos: su tendencia a la degradación 
es reducida en un ambiente biológico, y su procesabilidad es limitada. Al contrario los 
polímeros tienen gran flexibilidad del diseño porque su composición y la estructura se pueden 
adaptar a las necesidades específicas. Así los polímeros biodegradables y absorbibles como 
colágeno, poliglicolicos (PGA), polilacticos (PLLA, PDLA), policaprolactonas (PCL), son 
materiales muy utilizados para la fabricación de andamios.  
          Varios métodos existen para crear poros en estos materiales: son tejido de fibras, la 
disolución y colada, lixiviación de partículas, espumado (gas-foaming) y la separación de 
fases…(Griffith and Naughton, 2002; Hou et al., 2003; Hutmacher, 2000; Sipe, 2002)  
 El objetivo de este proyecto es poder producir andamios porosos con la técnica de 
separación de fases inducida térmicamente y de adaptarla al laboratorio de Biomateriales. Así 
hemos hecho un diseño experimental con tres parámetros del proceso de fabricación que 
controlan la micro- y macro-estructura: la cantidad de material polimérico, la composición 
del solvente y la temperatura de temple. Hemos intentado entender su influencia sobre 
características morfológicas tal como la porosidad y el tamaño de poros. Las investigaciones 
han permito también comparar dos técnicas diferentes para la extracción del solvente, etapa 
primordial del proceso de separación de fases inducida térmicamente: la liofilización (freeze-
drying) y la extracción en frió (freeze-extraction). 
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I/ Fundamentos teóricos 
 
Muchas necesidades deben ser consideradas para la concepción de andamios 3D para 
la ingeniería de los tejidos. En primer lugar, el andamio ideal debe tener una porosidad 
suficiente para permitir la proliferación y la diferenciación de las células, y para favorecer la 
formación de los tejidos. Importantes interconexiones entre los poros son también deseables 
para una distribución y un crecimiento uniformes, y para la difusión de los nutrientes. El 
andamio debe tener igualmente una estabilidad mecánica adecuada para favorecer la 
formación de un nuevo tejido. Además la velocidad de degradación de los andamios debe ser 
igual a la velocidad de regeneración del tejido para mantener la integridad de la estructura del 
andamio. Por último, el andamio debe tener una superficie químicamente adecuada para la 
adhesión de las células.  
 Una gran variedad de tecnologías han sido desarrolladas para producir andamios 3D 
poliméricos porosos para la regeneración de tejidos. Desde el punto de vista de la concepción 
de los andamios, cada proceso tiene sus ventajas y sus desventajas, y los andamios producidos 
con estas técnicas tienen en general aplicaciones diferentes. La Tabla 1 p8 resume las 
características más importantes y los parámetros de las técnicas comúnmente utilizadas. 
Por ejemplo, el proceso de la disolución y colada con liberación de partículas, funciona 
solamente para la fabricación de membranas finas o de estructuras 3D con paredes muy finas 
si no es imposible de retirar las partículas solubles de la matriz polimérica. Por otra parte, 
muchas tecnologías de la industria textil tienen el potencial de diseñar y fabricar andamios 
altamente porosos, pero ahora solamente el proceso de fabricación de mallas sin tejer fue 
usado para la ingeniería de tejidos.    
 Durante el proyecto hemos concentrado nuestros esfuerzos en adaptar la técnica de 
separación de fases inducida térmicamente al laboratorio de Biomateriales. Una de las 
ventajas de este proceso es que los andamios fabricados poseen a menudo buenas propiedades 
mecánicas, una red de poros interconectados y poros de tamaño suficiente para aplicaciones 
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Tabla 1  Tecnologías comúnmente utilizadas para 
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1. La separación de fases                                         
 
  Este proceso fue utilizado por la primera vez para la preparación de las membranas 
porosas de polímero y recientemente para  la fabricación de andamios poliméricos 
biodegradables (Schugens et al., 1996b; Schugens et al., 1996a) . La separación de fases de 
una solución polimérica puede ser inducida de varias maneras, por un no solvente, 
químicamente o térmicamente. La última técnica es muy interesante porque la micro- y 
macro-estructura que se controla mediante la concentración del polímero, del solvente, de la 
concentración del polímero y de agua en el solvente, de la temperatura de temple, etc... 
  
Separación de fases inducida térmicamente  
 
En el proceso TIPS, la temperatura de la solución polimérica se disminuye para 
inducir la separación de fases, es decir, para formar una fase que tiene una alta concentración 
en polímero y una segunda fase que tiene una baja concentración en polímero. Después de 
que el solvente haya sido eliminado por  extracción, evaporación, o sublimación, el espacio 
ocupado al principio por el solvente en la fase pobre en polímero se convierte en poros de la 
espuma polimérica. Así, hay dos etapas distintas en el proceso de separación de fases inducida 
térmicamente: la primera que es la separación de fases propiamente dicho y la segunda que 
consiste en la eliminación del solvente, la liofilización si el solvente se elimina por 
sublimación. 
La morfología de los poros varía dependiendo del polímero, del solvente, de la 
concentración en polímero de la solución, de la temperatura de la separación de fases(Nam 
and Park, 1999; Schugens et al., 1996b; Schugens et al., 1996a; Zhang and Ma, 2002). Pero 
es necesario de subrayar que aunque esta técnica de TIPS esta patentado para la preparación 
de membranas macroporosas, se ha prestado poco atención al estudio del mecanismo de esta 
tecnología (Schugens et al., 1996a).        
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1.1. La separación de fases sólido-líquido 
 La técnica de separación de fases inducida por la temperatura, basada en el 
comportamiento termodinámico y cinético de la solución polimérica con la variación de 
temperatura, es un proceso complejo. La cristalización del solvente puede inducir la 
separación de fases de la solución polimérica cuando la temperatura baja: este tipo de 
separación de fases es llamado solidó-liquido. En este caso, la temperatura de cristalización 
(freezing point) del solvente es superior  a la de la separación de fases liquido- liquido de la 
solución polimérica. Cuando la temperatura de la solución baja, el solvente cristaliza y el 
polímero es expulsado del frente de cristalización del solvente: la solución polimérica sufre 
una separación de fases solidó- liquido. 
La morfología de los cristales de solvente cambia con el tipo de solvente, la concentración de 
polímero, la temperatura de cristalización y el gradiente de temperatura aplicado a la solución 
polimérica. Teóricamente los andamios fabricados de esta manera tienen una morfología 
tubular muy anisotropica con una estructura interna similar a la de una escalera (Zhang and 
Ma, 2002; Nam and Park, 1999; Schugens et al., 1996a).  
Las cavidades son paralelas a la dirección  de solidificación y tienen particiones repetitivas. 
La progresión del frente de cristalización del solvente define la principal orientación de los 
poros, los ejes largos paralelos a la dirección de enfriamiento(Schugens et al., 1996a).  El 
diámetro de las cavidades y el espacio entre las particiones repetitivas cambian con la 
















Figura 1.1   Imágenes de 
SEM: Morfología de 
andamios (5wt% solución de 
PLA L206 en 1,4 dioxano) 
preparados con la técnica de 
liofilización 
“Biodegradable and macroporous 
polylactide implants for cell 
transplantation: 1. 
Preparation of macroporous 
polylactide supports by solid-
liquid phase separation” 
Schugens, Polymer 37, 1027-
1038 (1996). 
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1.2 La separación de fases liquido-liquido 
Cuando la temperatura de cristalización del solvente es mas baja que la temperatura de 
separación de fases de una solución polimérica amorfa, la separación de fases liquido- liquido 























Hay dos tipos de separación de fases liquido- liquido que pueden ocurrir cuando una solución 
polimérica homogénea se enfría. Entre las curvas binodal y espinodal del diagrama de fases, 
la separación de fases liquido-liquido se produce por un mecanismo de nucleación y 
crecimiento. La estructura obtenida es generalmente dispersa. 
Al contrario, debajo de la curva espinodal, la solución polimérica es propensa a una 
separación de fases liquido- liquido espontánea (descomposición espinodal) con la formación 
de un red interconectada de dos fases.  (Schugens et al., 1996a; Nam and Park, 1999)   
     







Diagrama de fases temperatura-composición de una solución polimérica 
www.poco.phy.cam.ac.uk/ teaching/A_Donald/Phase_Diagrams.htm - 101k  - 
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1.2.1 La descomposición espinodal 
  
Este fenómeno ocurre cuando la solución es enfriada en una parte del diagrama donde 
la mezcla es inestable a las pequeñas variaciones de composición, que aumentan 
espontáneamente hasta que el sistema sufre la separación de fases. De hecho, la 












Hay 4 etapas durante el fenómeno de 
descomposición espinodal: 
1. Etapa inicial: una pequeña variación de 
amplitud sinusoidal de composición se 
desarrolla, y la amplitud de las ondulaciones 
aumenta exponencialmente con el tiempo, 
mientras la longitud de las ondulaciones queda 
casi constante.  
2. Etapa intermedia: la amplitud de las 
ondulaciones sigue creciendo, pero menos 
rápidamente que durante la etapa precedente, y 
la longitud de la ondulación empieza a crecer. 
3. Etapa de transición: la ondulación se vuelve 
no sinusoidal, la concentración mínima y 
máxima alcanza valores de equilibrio, pero las 
interfaces no han alcanzado su anchura 
final.   
4. Etapa final: hay dominios bien 





Figura 1.2.1.a: Esquema del mecanismo de la descomposición espinodal 
Figura 1.2.1.b: 4 etapas de la descomposición 
espinodal.  
En cada diagrama la línea de puntos representa el perfil de 
composición a t2, un pequeño intervalo de tiempo después t1. 
Las composiciones ø’D y ø’’D son las composiciones de 
equilibrio en las dos fases . 
Bates and Wiltzius, American Institute of Physics 





composición cambian mucho con el tiempo, pero el tamaño del dominio sigue creciendo 
mientras el modelo se vuelve más heterogéneo. 
 




1.2.2 Nucleación y crecimiento 
 
Cuando la mezcla es estable a las pequeñas variaciones de composición, pero no a las 
grandes, la separación de fases se produce por un mecanismo de nucleación y crecimiento. 
Pues la separación de fases no ocurre hasta que un núcleo de una de las fases que es lo 
suficientemente grande para ser inestable a un crecimiento adicional. 
 









La nucleación puede ser homogénea, es decir no provocada por las impurezas, o al 
contrario heterogénea. 
Las pequeñas partículas tienen un área superficial más grande y entonces son menos estables. 
Así las partículas se disuelven, entonces la concentración cerca de ellas es más grande, y se 












Figura 1.2.2.a: Esquema del mecanismo de nucleación y crecimiento 
Figura 1.2.2.b: Esquema el fenómeno de coalescencia  
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2. El proceso de liofilización (“freeze-drying”)  
 
 Cuando la solución se separa en dos fases, una rica en polímero y la otra pobre en 
polímero (rica en solvente), es necesario eliminar el solvente para que quede solamente una 
estructura porosa de polímero. La liofilización es una técnica en la cual un material es 
congelado y después deshidratado por sublimación, con completa retención de forma. (La 
sublimación es un proceso por el cual una sustancia pasa del estado congelado al estado 
gaseoso.) 
El proceso básico de liofilización ya era conocido por los Incas de los Andes. Efectivamente 
los Incas conservaban sus provisiones en las montañas altas encima de Machu Pichu. La 
temperatura baja congelaba la comida y el agua dentro se vaporizaba lentamente debido a la 
baja presión del aire en altitud. Después, durante la segunda guerra mundial, la técnica se 
desarrollo comercialmente para conservar el plasma y la penicilina.  
 
2.1 ¿Que ocurre durante el proceso? 
 El objetivo de la liofilización es extraer un solvente de sólidos disueltos o dispersos. 
La liofilización es un método para preservar los materiales, que son inestables en solución. 
Además, la liofilización se puede utilizar para separar y recuperar sustancias volátiles, y para 
purificar los materiales. Las etapas fundamentales del proceso son: 
i. La congelación: el producto es congelado, es una condición necesaria para la 
sequedad a baja temperatura.   
ii. El vacío: después de la congelación, el producto es colocado en un 
compartimiento donde se hace el vacío. Esto permite al solvente congelado en el 
producto, de vaporizarse sin pasar a través de la fase líquida, un proceso conocido 
como sublimación. 
iii. El calor: se aplica al producto congelado para acelerar la sublimación. 
iv. La condensación: a baja temperatura las placas del condensador quitan el solvente 
vaporizado del compartimiento del vacío, convirtiéndolo de nuevo a un sólido. 
Esto termina el proceso de la separación. Pero en este estudio se aplican solo las 
primeras dos etapas. 




2.2 ¿Qué se puede liofilizar?  
La liofilización es ideal para la recuperación de documentos dañados por el agua, de 
libros, de ilustraciones,  y para la preservación de animales enteros, de productos florales, de 
alimentos y de drogas. Esta técnica se ha utilizado por 
todo el mundo en escuelas, museos, laboratorios, 
empresas... Quizás ahora usted esta bebiendo café 
liofilizado, y la mayor parte de los alimentos usados por 




2.3 El “freeze-dryer” 
      La liofilización requiere el uso de una maquina llamada “freeze-dryer”, que tiene un 
compartimiento grande para congelar y una bomba de vacío para extraer los elementos 
indeseables (solvente, moho…) Hay muchos diferentes tipos de “freeze-dryer” pero los 









Figura 2.3: Elementos fundamentales del  freeze-dryer 
http://www.eurotherm.com/library/industry/pharma/Freeze_028257U003_1.pdf 
Figura 2.2: Una comida liofilizada 
de spaghetti para campistas: a la 
izquierda es la versión secada y a la 
derecha la versión hidratada.  
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3. El proceso de extracción en frió (“freeze-extraction”) 
 
  
Esta técnica representa una otra alternativa para la eliminación del solvente, después 
de la etapa de separación de fases y consiste simplemente en extraer el solvente con un exceso 
de no-solvente. Después de la extracción del solvente, el espacio que estaba ocupado por el 
solvente, se llena con el solvente disuelto en el exceso de no solvente y entonces el polímero 
se ve rodeado por un exceso de no solvente. En estas condiciones, aun a temperatura ambiente 
el polímero no se disuelve. Entonces se puede secar el andamio a temperatura ambiente para 
extraer el no solvente, dejando espacio que se vuelve poros en el andamio. (Ho et al., 2004) 
Es importante notar que la extracción se hace a una temperatura inferior a la 
temperatura de congelación de la solución polimérica para que el polímero no se disuelva 
durante el proceso de extracción.  
Este proceso es muy interesante porque es muy simple a realizar y necesita poco 
tiempo para quitar el dioxano (un o dos días en general), en comparación con la técnica de 
liofilización (una semana)(Ho et al., 2004).  Además por la utilización de la “freeze 
extraction” se ahorra mucha energía puesto que no es necesario trabajar al vacío.   
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II/ Objetivos del Proyecto 
 
 
 El objetivo principal del proyecto era de desarrollar y adaptar las técnicas de 
separación de fases inducida térmicamente y de liofilización, al laboratorio de Biomateriales. 
Las primeras semanas del proyecto se dedicaron a una toma de contacto con las técnicas, a un 
inventario del material necesario y disponible para la realización de estas, y sobre todo a una 
importante documentación sobre la bibliografía disponible con respecto a la fabricación de 
andamios porosos.  
 
Después hemos realizado diferentes ensayos preliminares, cambiando las 
composiciones de polímero y de solvente, la temperatura de congelación, el tipo y el tamaño 
de los moldes, para darnos una idea de la influencia de estos parámetros sobre la morfología 
final de los andamios.  
  
Una vez eso hecho,  hemos definido un protocolo experimental de fabricación de los 
andamios. Luego hemos realizado un diseño experimental con tres parámetros definidos, que 
tenia por objetivo de determinar de manera mas precisa la influencia real de estos parámetros 
sobre la estructura obtenida al final.  
  
 
En paralelo, hemos probado desarrollar la técnica de extracción en frío (freeze 
extraction) que hemos encontrado en un artículo de Ho y Kuo (Preparation of porous 
scaffolds by using freeze-extraction and freeze-gelation methods, Polymer 25, 129-138), y los 
resultados obtenidos fueron interesantes porque las estructuras obtenidas eran espumas. Pero 






Desarrollo de andamios porosos biodegradables 3D para la ingeniería de tejidos 
 
18




  Al principio, para familiarizarme con la técnica de separación de fases inducida por la 
temperatura, he leído muchos artículos científicos y hemos probado de reproducir y adaptar al 
laboratorio, los procesos de fabricación de los andamios, presentados por los autores. Así los 
artículos de Schugens  “Biodegradable and macroporous polylactide implants for cell 
transplantation: 1. Preparation of macroporous polylactide supports by solid-liquid phase 
separation” (Polymer 37, 1027-1038 (1996)) y “Polylactide macroporous biodegradable 
implants for cell transplantation. II. Preparation of macroporous polylactide supports by 
liquid-liquid phase separation” (J.Biomed.Mater.Res. 30, 449-461 (1996)) y de Zhang 
“Processing of polymer scaffolds: Phase Separation” (Ann.N.Y.Acad.Sci. 715-724 (2002)) 
nos han ayudado mucho para entender el mecanismo y sobre todo para reproducirlo.  
  Para la realización de las diferentes técnicas de separación de fases, de liofilización o 
de extracción en frió, estaba necesario de hacer un inventario del material necesario y 
disponible en el laboratorio de Biomateriales. Así  para la técnica de liofilización que necesita 
la producción de vació, hemos utilizado una bomba de vació que estaba originalmente 
conectada a un horno pero desgraciadamente hemos encontrado un problema importante, a 
saber que la bomba de vacío se estropeó y nos ha retrasado. Hemos esperado algunas semanas 
otra pero esta no era suficiente potente para sublimar todo el solvente. Pero es muy importante 
que todo el dioxano se sublime porque es un producto que es conocido para ser cancerígeno. 
Mientras que este tema no es abordado de manera clara en la literatura científica que trata de 
la producción de andamios, es de una importancia crucial de eliminar el dioxano el mas 
posible para las aplicaciones biomedicales. 
Finalmente hemos pedido una otra bomba capaz de aplicar un vacío de 0,5 mmHg (el 
valor necesario según los artículos de Schugens) para poder realizar un diseño experimental. 
Así hemos realizado varias pruebas, cambiando las composiciones de los andamios, 
los moldes, las condiciones de temple y el solvente, y hemos observado los efectos 
producidos sobre la morfología y la porosidad de los andamios con los métodos presentados 
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en la parte siguiente. Los valores de estos parámetros y del vacío a aplicar para la etapa de 
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2. Materiales y Métodos 
 
2.1 Caracterización de la morfología de los andamios 
Microscopia Electrónica de Barrido 
 
 Para poder observar y caracterizar la estructura interna de los andamios (organización 
de la red de poros, tamaño de los poros…), se utiliza la Microscopia Electrónica de Barrido. 
Es una técnica muy útil para la observación y caracterización de los materiales, nos da 
información sobre la microestructura y tiene la posibilidad de realizar análisis químico 
puntual mediante el espectrómetro de rayos X. Las imágenes tienen una apariencia 
tridimensional debido a la gran profundidad del foco y a la gran sensibilidad de los electrones 
secundarios con la topografía del material. 
 
 Las observaciones se realizan en un microscopio electrónico de barrido Jeol JSM-6400 
equipado con un espectrómetro de energía dispersada de rayos X (Link Pentafet), con 




















Debido a la baja conductividad eléctrica de las muestras estudiadas se recubren con una fina 
capa de oro mediante un equipo de Sputtering Balzers, modelo SCD-004, durante 250 
Figura 2.1: Microscopio electrónico de barrido Jeol JSM 6400 
Desarrollo de andamios porosos biodegradables 3D para la ingeniería de tejidos 
 
21
segundos y a una diferencia de potencial entre 15 y 20 kV. El metalizado tiene como 
funciones: hacer conductora la superficie, eliminar la electrificación estática de la superficie, 
minimizar el daño por radiación y aumentar la reflectividad electrónica. Si una muestra no es 
conductora al observarse en el microscopio electrónico se carga y no se visualiza 
correctamente. 
 
2.2 Medida de la porosidad con la técnica de picnometria 
 Para medir la porosidad, hemos utilizado una técnica muy simple, la picnometria en 
mercurio que consiste a sumergir el andamio en un recipiente llenado con mercurio y  medir 
el volumen de mercurio desplazado que es igual al volumen de la probeta.   
Protocolo: 
1. Pesar el andamio. 
2. Colocar la muestra debajo resorte, que es calibrado con una balanza y sumergirla en el 
vaso llenado con mercurio. 
3. La masa indicada por la balanza se divide por la densidad de mercurio. Así obtenemos 
el peso del volumen de mercurio desplazado, dividiendo este peso por la densidad del 
mercurio, se obtiene el volumen de mercurio desplazado que es igual al volumen del 
andamio sumergido.     
Después para obtener la porosidad del andamio, basta comparar la densidad del polímero con 


































en el solvente 
 
0.0206 1.2 0.0886 0.2325 81.1 
 
Tabla 2.2: Ejemplo de cálculo de porosidad 
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2.3 Ensayos realizados 
 
Para familiarizarse con los mecanismos participantes al proceso de fabricación de los 
andamios, varios ensayos se realizaron, cambiando las composiciones de los andamios, los 
moldes, las condiciones de temple y el solvente,  
 
Así se prepararon andamios con 2,5%PLA y 5%PLA  en dioxano puro o en dioxano 
con 5% de agua, templados en nitrógeno líquido o agua y hielo dentro de un termo, y después 
liofilizados a -20°C. 
 
Por lo que se refiere al solvente, en sus artículos, Schugens utilizaba el dioxano y 
afirmaba que el uso del cloroformo era posible, pero nuestros ensayos con cloroformo no 
fueron concluyentes. Por lo tanto, durante estos ensayos, hemos siempre utilizado como 
solvente, el 1,4 dioxano (Panreac stabilizado con 2 ppm de BHT) y como polímero el PLA 
(Purasorb PLDL). La razón para seleccionar el dioxano como solvente para los polímeros 
biodegradables es que tiene un punto de ebullición relativamente bajo (101.1ºC), con una 
temperatura de fusión bastante elevada (11.8ºC) que permite un retiro fácil por un proceso de 
liofilización. 
   
Los moldes deben ser fáciles, rápidos y económicos a fabricar, entonces hemos decido 
hacerlos en aluminio y de forma cilíndrica (ø =1cm, h =1cm). Los fabricábamos simplemente 
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Remarca: La micro estructura de los andamios fabricados con 10% de agua en el solvente no 
permitía de observar su morfología con aumentos débiles.  
 
 Además se puede notar sobre la Figura 3.a, que los andamios producidos con 2,5% de 
PLA en dioxano con 5% de agua, presentan una estructura que puede ha sido dañado, 
probablemente durante la etapa de preparación de las muestras para la observación al SEM. 
Efectivamente no hemos cortado propiamente los andamios para observarlos.   
 
 
Remarca: Debajo de cada imagen de SEM presentada en este proyecto, hay una barra de 
aumento. Los barras de aumentos *50,*250,*500 y *1500 representan respectivamente 1mm, 
200µm, 100µm y 40µm. 
 










a de temple 
(°C) 
-196 -196 -196 0 -196 




2-4 12-28 12-18 40-55 ? Quasi lisa 
Morfología Figuras 1 Figuras 2 Figuras 3 Figuras 4 Figuras 5 
 Tabla 3: Resultados de los ensayos preliminares 
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Figura 3.c: Vista (*250) de un andamio 
con 5% de PLA en dioxano con 5% de 
agua y templado a –196ºC  
 
Figura 3.d: Vista (*250) de un andamio 
con 5% de PLA en dioxano con 5% de 
agua y templado a 0ºC 
 
Figura 3.b: Vista (*250) de un andamio 
con 5% de PLA en dioxano puro y 
templado a –196ºC  
Figura 3.a: Vista (*250) de un andamio con 
2.5% de PLA en dioxano con 5% de agua y 
templado a –196ºC  
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Muchos autores han notado que la porosidad de los andamios preparados con la 
técnica de liofilización, depende de la velocidad de enfriamiento de la solución polimérica. 
Un temple rápido produce generalmente una reducción del tamaño de los poros (Schugens et 
al., 1996a; Nam and Park, 1999; Schugens et al., 1996b; Zhang and Ma, 2002). En efecto, en 
el caso de una velocidad de enfriamiento elevada, las dos fases formadas son congeladas 
rápidamente, dejando pequeñas poros después de la etapa de liofilización. Pero al contrario si 
la velocidad es lenta, el fenómeno de coalescencia descrito anteriormente, ocurre para reducir 
la energía interfacial, y produce últimamente poros más grandes, como es el caso para 
nuestros ensayos puesto que los andamios que presentan los poros más grandes son los 

















de temple (°C) 





-5 Poros cerrados 250-500 28.34 +/- 0.16 97.74 +/- 0.013 
-24 Poros cerrados 130-200 25.90+/- 0.18 97.93 +/- 0.014 
-68 Poros cerrados 70-150 29.11 +/- 0.29 97.68 +/- 0.014 







Pero esta observación es en contradicción aparente con los datos reportados en la 
literatura científica (Schugens et al., 1996a). Efectivamente, no hay solamente la velocidad de 
enfriamiento que debe ser tenido en cuenta pero la temperatura final de enfriamiento también 
y el próximo calentamiento hasta 0°C. Si una estructura bifásica es formada por un temple 
rápido (por ejemplo a -196°C en comparación a -20°C), es mas probable que esta estructura se 
Resultados de Hu (Hu et al., 2002) mostrando el efecto de la temperatura de 
temple sobre la estructura de los andamios 
 
Los andamios eran fabricados con 0.01 g/mL  y 100%de dioxano. El tamaño de los poros era 
determinado con imágenes de SEM, la porosidad y la densidad con la técnica de gravimetría. 
 
Figura 3.e: Vista (*500) de un andamio con 5% de PLA en 
dioxano con 5% de agua y templado a 0ºC  
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Resultados de Hu(Hu et al., 2002) mostrando el efecto de la concentración de agua en el 
solvente sobre la estructura de los andamios 
 
Los andamios eran fabricados con 0.01 g/mL  y congelados a -24°C. El tamaño de los poros 
era determinado con imágenes de SEM, la porosidad y la densidad con la técnica de 
gravimetría. 
vuelve mas heterogénea cuando se caliente hasta 0°C, debido a las tensiones mecánicas 
provocadas por un cambio  importante y rápido de temperatura.  
La cantidad de polímero en el sistema es también un parámetro que influye sobre las 
características de los andamios producidos. Así la densidad, la porosidad y la cantidad de 
solvente residual dependen fuertemente de la concentración inicial en polímero. Cuando la 
concentración en polímero crece, la densidad del andamio y la cantidad de solvente residual 
aumentan, mientras que la porosidad baja (Schugens et al., 1996a; Hu et al., 2002; Nam and 
Park, 1999; Schugens et al., 1996b; Schugens et al., 1996a; Zhang and Ma, 2002). Al 
contrario el peso molecular del polímero no tiene influencia significativas sobre la morfología 
porosa de los andamios. 
Además la concentración de agua en el solvente tiene influencia sobre la morfología de los 
andamios. Añadir agua tiene tendencia a producir poros más grandes(Hu et al., 2002; Nam 
and Park, 1999). Se puede explicar por el hecho que cuando la cantidad de no-solvente (el 
agua) aumenta, la interacción polímero-diluente es mas débil y puede inducir la formación de 
una fase pobre en polímero con gotas mas grandes. En un de su articulo Hu (Hu et al., 2002) 
afirma que la concentración optima de agua en el solvente es entre 4 y 6% (v/v) porque 
cuando el contenido de agua sobrepasa 7%, las partículas de polímero se vuelven fibrosas o 

























Morfología Tamaño de poros (µm) 
Densidad 
(g/cm3) Porosidad (%) 
100% dioxano Poros cerrados 130-200 25.90 +/- 0.18 97.93 +/- 0.014 
98% dioxano + 
2% agua Poros cerrados 100-250 27.04+/- 0.25 97.85 +/- 0.020 




100-300 23.27 +/- 0.29 98.14 +/- 0.023 
95% dioxano + 
5% agua 
Poros abiertos, 
circulares 100-350 30.41 +/- 0.49 97.58 +/- 0.039 
93% dioxano + 
7% agua 
Poros abiertos, 
fibrosos 50-200 20.26 +/- 0.22 98.39 +/- 0.018 





<100 41.75 +/- 1.18 96.67 +/- 0.094 
 
































La configuración de las cadenas del polímero es un factor que influye mucho sobre las 
características de la estructura porosa. Efectivamente los andamios producidos con 
polilácticos semicristalinos son más porosos (porque la estructura es mas organizada), menos 
densos y contienen una cantidad de dioxano residual menos importante que los fabricados con 
polylactidos amorfos (Schugens et al., 1996a). Pero no hemos verificado estas afirmaciones 
porque hemos siempre utilizado el mismo polímero, el PLA (Purasorb PLDL) que es 
semicristalino. 
En conclusión, nuestros ensayos nos han permitido de aprender la preparación de los 
andamios y de determinar los parámetros de fabricación que considerábamos necesario de 
estudiar con atención. Además cada parámetro (concentración de polímero y de agua, 
temperatura de temple…) tiene su influencia propia pero hay también interacciones entre los 
factores que debe ser tenido en cuenta. Es precisamente que vamos a estudiar con el diseño 
experimental.   
Figura 3.h: Vista de un andamio con 5% 
de PLA en dioxano con 10% de agua y 
templado a –196ºC (*1500) 
 
Figura 3.f: Vista de un andamio con 2.5% de 
PLA y 95% de dioxano en el solvente y 
templado a –196ºC (*1500) 
 
Figura 3.g: Vista de un andamio con 5% de 
PLA y 95% de dioxano en el solvente y 
templado a –196ºC (*500) 
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4. El protocolo experimental 
 
 Una vez que dominábamos un poco más el proceso de fabricación de los andamios, 
hemos definido un protocolo experimental que hemos respectado cada vez. 
 
4.1  Preparación de los andamios poliméricos 
 
Es así que procedía para fabricar cerca de 15 andamios cilíndricos (ø =1cm, h =1cm) con 5% 
(masa/volumen) y 5% de agua en el solvente:   
 
 Primero, es necesario sacar el PLA que se conserva en el congelador, dos horas antes 
de empezar el protocolo. Además, para manipula r el dioxano debe llevar gantes y gafas, y 
poner la ventilación. 
1. Pesar 2g de PLA y ponerlos en un vaso de precipitado de 100mL 
2. Añadir 38mL de dioxano y 2mL de agua con las pipetas adecuadas 
2g de PLA/40mL de solución = 5%(m/v) PLA   
2mL de agua/40mL de solución = 5% agua en el solvente 
3. Poner el magnético en el vaso de precipitado 
4. Mezclar con el agitador magnético durante aproximadamente 2 horas (50°C y 200rpm). 
Podéis poner sobre el vaso de precipitado, una pieza pesada porque la solución puede ser muy 
viscosa y con la agitación, el vaso se mueve. 








6. Esperar de 5 a 10 minutos para que las burbujas de aire se escapan porque estas pueden 
provocar defectos en la estructura final del andamio. 
 
Figura 4.1.a: Moldes 
de aluminio 
 
Desarrollo de andamios porosos biodegradables 3D para la ingeniería de tejidos 
 
29
7. Poner los moldes en un recipiente y según la temperatura de temple que quiere alcanzar, 
ponerlo en un termo con agua y hielo (0°C) o nitrógeno líquido (-196°C), o en el congelador 














































Figura 4.1.b: Dispositivo de temple en nitrógeno liquido (-196°C) y en 
agua y hielo (O°C) 
Figura 4.1.c: Dispositivo de liofilización 
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4.2 Preparación de las muestras para la observación al 
Microscopio Electrónico de Barrido 
 
 Antes de poder observar los andamios al Microscopio Electrónico de Barrido, debe 
preparar las muestras de la manera siguiente: 
1. Poner las muestras en un recipiente tapado con una  pieza de parafilm e introducirlo en 
nitrógeno liquido durante 2 horas para congelar el andamio y así no dañar la estructura cuando 
se corta la muestra. 
2. Sacar los andamios del nitrógeno líquido y cortarlos con una cuchilla de afeitar, 
horizontalmente o verticalmente como quiere observarlos. 
3. Pegar las muestras sobre la cinta de carbón. 
 
 
Figura 4.2: Andamios preparados para 
la observación al SEM 
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IV/ El diseño experimental 
    
  
El objetivo principal de este proyecto era entender el proceso de fabricación de 
andamios porosos con la técnica de separación de fases inducida térmicamente y así ser capaz 
de producir andamios porosos con características bien determinadas. Para ello era necesario 
determinar la influencia propia de los diferentes parámetros de fabricación y la interacción 
que existe entre ellos, y el diseño experimental es el medio para ello. 
 Después de haber efectuado algunos ensayos preliminares y teniendo en cuenta el 
tiempo y los medios disponibles, hemos intentado determinar la influencia y las posibles 
interacciones entre tres parámetros de fabricación que controlan la morfología de los 
andamios: la concentración de polímero en la solución inicial, la concentración de agua 
en el solvente y la temperatura de temple. 
 
 
1. Diseño factorial a dos niveles 
  
En la industria los diseños mas utilizados, con una gran diferencia sobre los demás, 
son los diseños factoriales a dos niveles, es decir del tipo 2k (k representa el número de 
parámetros: en el caso presente es un diseño 23). Los valores correspondientes a los dos 
niveles se codifican asignando al nivel bajo el valor -1 y al alto +1. En nuestro caso, hemos 
elegido los niveles los más adecuados  a la realización del diseño y los más significativos a lo 
que se refiere a la morfología de los andamios y particularmente a la porosidad y el tamaño de 









(Cp) Concentración de PLA 2,5% 7,5% 
(Ca) Concentración de agua 0% 5% 
(T) Temperatura de temple -196°C 0°C 
Tabla 1  Factores y niveles del diseño experimental del tipo 23 
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1.1 La matriz de diseño 
 
 La matriz de diseño es la relación que define el valor que deben tomar los factores en 
cada uno de los experimentos a realizar. Así hemos realizado 8 experiencias, combinando los 




Para simplificar escribiremos la matriz de diseño precedente de la manera siguiente:  
 
Numero de 
experiencia Cp Ca T 
1 -1 -1 -1 
2 1 -1 -1 
3 -1 1 -1 
4 1 1 -1 
5 -1 -1 1 
6 1 -1 1 
7 -1 1 1 

















Cp (%) Ca (%) T (°C) 
1 2.5 0 -196 
2 7.5 0 -196 
3 2.5 5 -196 
4 7.5 5 -196 
5 2.5 0 0 
6 7.5 0 0 
7 2.5 5 0 
8 7.5 5 0 
Tabla 1.1.a   Matriz del diseño 23 
Tabla 1.1.b   Matriz simplificada del diseño 23 
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1.2 La realización del diseño experimental 23 
 
 Es importante notar que la realización de estas experiencias ha sido hecha de manera 
rigurosa en el sentido que todas las experiencias han sido hechas siguiendo escrupulosamente 
el protocolo experimental definido anteriormente.  
Pero al mismo tiempo, hemos realizado estas experiencias de manera aleatoria porque 
aleatorizar protege contra posibles efectos de factores no considerados en el experimento o 
ignorados por el experimentador. Así el orden de realización de las experiencias fue 
aleatorizado.(Prat Bartés et al., 1994) 


























Desarrollo de andamios porosos biodegradables 3D para la ingeniería de tejidos 
 
34
2. Resultados y discusión 
 
 Las respuestas que nos interesaban en términos de morfología eran la porosidad y el 








1 -1 -1 -1 91 120-145 
2 1 -1 -1   
3 -1 1 -1 85 15-25 
4 1 1 -1  2-3 
5 -1 -1 1 91 30-90 
6 1 -1 1 83 25 
7 -1 1 1 93 40-70 
8 1 1 1 78 75-150 
 
 
Hemos encontrado problemas con la eliminación del dioxano que no nos permiten 
tener resultados para las composiciones 2 y 4. Al sacar las muestras del congelador después 
de 4 días, quedaba dioxano en los andamios que ha disuelto el polímero a temperatura 
ambiente. Lo ideal sería que la etapa de liofilización dura más tiempo o con menos andamios 
en el recipiente. 
Las principales diferencias morfológicas entre los andamios del diseño experimental 
resultan de la diferencia de mecanismo de formación de esta morfología. Efectivamente 
sabemos que la separación de fases sólido- líquido, controlada por la cristalización del 
dioxano, produce poros más grandes (debido a los canales de cristalización) pero menos 
interconectados, y por lo tanto una porosidad anisotrópica, i.e más orientada y distribuida, 
pero también más débil que los andamios fabricados por una separación líquido-
líquido.(Schugens et al., 1996b; Schugens et al., 1996a; Zhang and Ma, 2002) 
La comparación entre la morfología y dimensión de la porosidad, sólo tiene sentido si 
se comparan morfologías producidas por el mismo mecanismo. Los parámetros que rigen 
cada uno de estos mecanismos son complejos, y la bibliografía consultada muestra cierta 
confusión acerca de ello. A continuación se resumen algunas de las nociones mencionadas en 
la bibliografía consultada.  
Tabla 2  Resultados del diseño experimental 
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Figura 2.c: Vista (*50) de un andamio 
con 2.5% de PLA en dioxano puro y 
templado a  0ºC(Composición n°5) 
Figura 2.d: Vista (*50) de un andamio con 
7.5% de PLA en dioxano puro y templado a  
0ºC (Composición n°6) 
Figura 2.e: Vista (*50) de un andamio con 
2.5% de PLA en dioxano con 5% de agua y 
templado a  0ºC (Composición n°7) 
Figura 2.f: Vista (*50) de un andamio con 
7.5% de PLA en dioxano con 5% de agua y 
templado a  0ºC (Composición n°8) 
Figura 2.a: Vista (*50) de un andamio con 
2.5% de PLA en dioxano puro y templado 
a  –196ºC (Composición n°1) 
Figura 2.b: Vista (*50) de un andamio con 
2.5% de PLA en dioxano con 5% de agua y 
templado a  –196ºC (Composición n°3) 
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Además, hay dos tipos de separación líquido-líquido, pero es delicado saber cual de 
las dos se produce, aunque Schugens afirma que para el PLA, el mecanismo de 
descomposición espinodal tiene mayor tendencia a producirse que el mecanismo de 
nucleación y crecimiento (Schugens et al., 1996b). El mecanismo de descomposición 
espinodal resulta en una multi-distribución del tamaño de poros, con poros más grandes pero 
menos interconectados (por lo tanto con una porosidad más débil) en comparación con el 
mecanismo de y nucleación y crecimiento.  
 
2.1 Parámetros que controlan el mecanismo de separación de 
fases 
La bibliografía consultada mencione los parámetros que rigen el mecanismo de 
separación de fases en el PLA. A cont inuación se resumen algunas nociones generales pero 
debemos subrayar que en ocasiones la información confusa o incluso contradicciones. 
Según Schugens “no se observa una separación de fases líquido-líquido cuando 
soluciones de PLA en dioxano puro son enfriadas, al menos hasta que una separación solidó-
liquido ocurre debido a la cristalización del solvente”(Schugens et al., 1996a).  Así en 
principios, con el PLA, los dos tipos de separación de fases pueden ocurrir durante la 
formación de un andamio.  
La temperatura de temple tiene importancia puesto que es la que dirige la 
cristalización del solvente. Efectivamente, si la temperatura de temple es suficientemente baja 
(Tnitrógeno liquido = -196°C), la cristalización del dioxano (Tcristalización = 11,8°C) va a ser muy 
rápida y entonces la separación de fases solidó-liquido está favorizada. Pero al contrario si la 
temperatura de temple es más próxima a la temperatura de cristalización del dioxano, la 
cristalización del solvente mucho será más lenta y así una separación de fases líquido- líquido 
puede ocurrir antes.  
La composición del solvente es también un parámetro influyente sobre  el desarrollo  
de la separación de fases.  Efectivamente, el agua favorece la separación de fases líquido-
líquido, porque reduce la solubilidad del polímero en la mezcla de dioxano y agua (Schugens 
et al., 1996b; Hu et al., 2002).  
La concentración en polímero es también un parámetro que favorece la separación 
de fases líquido- líquido. Efectivamente, cuando la cantidad de polímero aumenta, la 
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temperatura de congelación de la solución polimérica baja y la separación de fases sólido-
líquido es mas difícil, i.e que cuanto mas polímero hay, el tiempo necesario para su 
cristalización es mayor y entonces la separación líquido-líquido puede ocurrir.(Nam and Park, 
1999; Schugens et al., 1996b; Schugens et al., 1996a) 
Para resumir y simplificar, podemos evaluar según la teoría encontrada en la bibliografía, la 
influencia propia de cada parámetro en función de su nivel en el diseño experimental, en la 
Tabla 2.1: 
 
Nivel del factor -1 +1 
Concentración de 
polímero 
Favorece la separación de 
fases sólido- líquido 
Favorece la separación de 
fases líquido- líquido 
Concentración de agua Favorece la separación de fases sólido- líquido 
Favorece la separación de 
fases líquido- líquido 
Temperatura de temple Favorece la separación de 
fases sólido- líquido 
Favorece la separación de 






































































Hemos evaluado la influencia de los parámetros sobre el tipo de separación de fases, 
vamos a intentar identificar el mecanismo que ha dirigido la formación de la morfología de 
cada composición del diseño experimental. No es muy simple ya que ambos pueden ocurrir 
conjuntamente.  
Tabla 2.1.a: Influencia de los parámetros sobre el mecanismo de separación de fases 
Tabla 2.1.b: Resumen de la influencia de los parámetros en función de sus niveles, 
sobre el mecanismo de separación de fases 
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Por eso, debemos tener en cuenta la interacción entre los parámetros. Así por ejemplo, si un 
andamio se produce con 2,5% de PLA no va a sufrir necesariamente una separación de fases 
sólido- líquido aunque esta concentración en polímero parece favorecer este mecanismo. Sino 
que influirían también la temperatura de temple y el contenido de agua. 
 
2.2 Composiciones del diseño experimental que han sufrido 
de una separación de fases sólido-líquido 
2.2.1 Composición n°3  
 
 La Tabla 2.1.b (p37) muestra que dos parámetros de la composición n°3, la 
concentración en polímero y la temperatura de temple, favorecen la separación sólido- líquido 
aunque la composición del solvente indica que la separación líquido- líquido puede también 
ocurrir.  
 El análisis de los valores de porosidad y de tamaño de poros así como de las imágenes 
del SEM parece indicar que el mecanismo predominante de la separación de fases era el 
sólido- líquido. Efectivamente, los andamios de composición n°3 presentan una porosidad 
“intermediaria” (85%) y poros pequeños (15-25µm). Además las Figuras 2.b p35 y 2.2.1, 
muestra que hay marcas de canales de cristalización orientados, aunque no son muy grandes, 













Figura 2.2.1: Vista (*500) de un andamio con 
2.5% de PLA en dioxano con 5% de agua y 
templado a  –196ºC (Composición n°3) 
 
Canales de cristalizacion 
del dioxano 
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2.3 Composiciones del diseño experimental que han sufrido 
de una separación de fases líquido-líquido 
2.3.1 Composición n°5  
 
 Dos parámetros de la composición n°5, la concentración en polímero y la composición 
del solvente, son favorables a la separación sólido-líquido aunque la temperatura de temple 
indica que la separación líquido-líquido también puede ocurrir.  
 Los valores de porosidad y de tamaño de poros así como de las imágenes del SEM parecen 
indicar que el mecanismo principal responsable de la formación de los andamios de 
composición n°5 era el líquido- líquido. En efecto, los valores, elevado de la porosidad (93%), 
e intermedio del tamaño de poros (30-90µm) corresponden a las características morfológicas 
de la separación líquido- líquido.  
Además, la Figura 2.e p35 muestra una morfología relativamente isotrópica, sin 
canales de cristalización. Sobre la Figura 2.3.1, es posible observar poros muy 
interconectados, y la presencia de micro rugosidad sobre las paredes de los poros. Éstos 
podrían ser núcleos resultantes del mecanismo de nucleación y crecimiento que es un de los 


















Figura 2.3.1: Vista (*500) de un andamio 
con 2.5% de PLA en dioxano puro y 
templado a  0ºC (Composición n°5) 
 
Micro-rugosidad 





2.3.2 Composición n°8 
 
Como se puede ver en la Tabla 2.1.b p37, la composición n°8 tiene parámetros que 
favorecen la separación de fases líquido-líquido. 
Además la figura 2.f p35 muestra una morfología relativamente isotrópica, sin 
orientación particular, que parece ser la de una separación líquido- líquido. Se ve sobre las 
figuras 2.3.2.a y b que los andamios presentan como una micro porosidad dentro de los poros 
“principales”.  
El valor de porosidad puede explicarse por la concentración en polímero. 
Efectivamente, cuando la concentración de polímero aumenta, la estructura del andamio es 




























Figuras 2.3.2.a y b: Vistas (*500 y *1500) de un andamio con 7.5% de 
PLA en dioxano con 5% de agua y templado a  0ºC (Composición n°8) 
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2.4 Composiciones del diseño experimental que han sufrido 
de las separaciones de fases sólido-líquido y líquido-líquido 
 
2.4.1 Composición n°1 
 
Como se puede ver en la Tabla 2.1.b p37, la composición n°1 tiene parámetros que 
favorecen la separación de fases sólido- líquido. Pero si analizamos los resultados obtenidos en 
términos de porosidad y de tamaño de poros, y las imágenes del SEM, no podemos observar 
claramente los grandes canales de cristalización del solvente, típicos de la morfología 
producida por una separación de fases sólido- líquido. Además los poros parecen muy 
interconectados como se puede ver sobre la Figura 2.a p35, y eso es mas característico de una 
separación de fases líquido- líquido. Y por fin, podemos también observar sobre la Figura 
2.4.1, la presencia de micro rugosidad sobre las paredes de los poros.  
Así podría ser que los dos mecanismos de separación de fases, sólido- líquido y 
líquido- líquido, han ocurrido durante la formación de los andamios de la composición n°1. 
Los resultados en términos de porosidad y de tamaño de poros no contradicen esta teoría, 
puesto que los andamios presentan  una porosidad relativamente elevada (91%) más típica de 
una separación líquido- líquido, y una distribución del tamaño de poros (120-145µm) más 

















Figura 2.4.1: Vista (*500) de un andamio con 
2.5% de PLA en dioxano puro y templado a        
–196ºC (Composición n°1) 
 
Micro-rugosidad 
Desarrollo de andamios porosos biodegradables 3D para la ingeniería de tejidos 
 
42
2.4.2 Composición n°6  
 
 La Tabla 2.1.b p37 muestra que dos parámetros de la composición n°6, la 
concentración en polímero y la temperatura de temple, favorecen la separación líquido-
líquido, y al contrario la composición del solvente favorece la separación sólido- líquido. 
La porosidad y el tamaño de poros de los andamios producidos con la composición 
n°6 son relativamente débiles, respectivamente 83% y 20-30µm. Efectivamente, cuando la 
concentración de polímero aumenta, la estructura del andamio es mas regular, la densidad 
aumenta y entonces la porosidad disminuye. El tamaño de poros, que también disminuye 
cuando la concentración en polímero aumenta, indica que los andamios pueden ha sufrido una 
separación líquido- líquido. 
Además sobre la Figura 2.d p35 y 2.4.1.a, se observa una estructura que presenta 
marcas de canales de cristalización pero también una micro-rugosidad sobre las paredes de los 
poros (Figura  2.4.2.b).  
Así podría ser que los dos mecanismos de separación de fases, sólido-líquido y 























Figuras 2.4.2.a y b: Vistas (*500 y *1500) de un andamio con 7.5% de PLA en 
dioxano puro y templado a  0ºC (Composición n°6) 
Canal de enfriamento Micro-rugosidad 





2.4.3 Composición n°7 
 
 
Dos parámetros de la composición n°7, la composición del solvente y la temperatura 
de temple, son favorables a la separación líquido- líquido aunque la concentración en polímero 
indica que la separación sólido- líquido puede también ocurrir. 
 Pero sobre la Figura 2.e p35, aunque no es muy pronunciado, se nota una estructura 
orientada con canales de cristalización, y con aumentos más importantes la morfología 
observada es mas típica de la separación líquido-líquido, i.e isotrópica. Además los valores, 
elevado de la porosidad (93%), o intermedio del tamaño de poros (40-70µm) parecen que la 
separación líquido- líquido y sólido- líquido han ocurrido.  
 Finalmente, las figuras 2.3.2.a y b muestran la presencia de una “micro porosidad” 



















Figura 2.3.2.a: Vista (*500) de un 
andamio con 2.5% de PLA en dioxano 
con 5% de agua y templado a  0ºC 
(Composición n°7) 
Micro porosidad 
Figura 2.3.2.b: Vista (*1500) dela 
micro porosidad de un andamio con 
2.5% de PLA en dioxano con 5% de 
agua y templado a  0ºC  
(Composición n°7) 




V/ Puesta a punto de la técnica de extracción en frío 
 
  
Como se ha mencionado anteriormente, en paralelo con el diseño experimental se ha 
intentado desarrollar la técnica de extracción en frío que puede sustituir a la técnica de 
liofilización. Esta técnica combinada con la separación de fases inducida térmicamente (TIPS) 
simplifica el proceso de fabricación de andamios. Efectivamente, después de la etapa de 
separación de fases  en vez de poner las muestras durante algunos días al vació y a –20ºC, 
basta dejarlos uno o dos días en una solución de etanol a -20ºC. (Nam and Park, 1999) 
Recordamos que esta técnica consiste simplemente en extraer el solvente con un 
exceso de no-solvente (que disuelve el solvente pero no el polímero). Después de la 
extracción del solvente, el espacio que estaba ocupado por el solvente, se llena con el solvente 
disuelto en el exceso de no solvente y entonces el polímero se ve rodeado por un exceso de no 
solvente. En estas condiciones, aun a temperatura ambiente el polímero no se disuelve. 
Entonces se puede secar el andamio a temperatura ambiente para extraer el no solvente, 
dejando espacio que son los poros del andamio.  
En su artículo ( Preparation of porous scaffolds by using freeze-extraction and freeze-
gelation methods, Polymer 37, 1027-1038), Ho y Kuo utilizan una solución acuosa de etanol 
(80% v/v) para extraer el dioxano porque según ellos, la miscibilidad entre estos dos 
productos permite la extracción del solvente por el no-solvente que es muy costosa en 
términos de energía y tiempo. 
Hemos realizado diferentes ensayos con 4 composiciones diferentes, variando el 














1. El protocolo experimental 
 
 El protocolo de fabricación de andamios es exactamente el mismo que lo descrito 
anteriormente (Materiales y Métodos: 3. El protocolo experimental, p.28) hasta la etapa de 
eliminación del solvente. 
 
1.1  Preparación de los andamios poliméricos 
 
 En vez de poner las muestras durante algunos días al vació y a –20ºC, basta dejarlos 
uno o dos días en una solución de etanol a -20ºC: 
• Poner las muestras en una solución acuosa de etanol 80% (v/v) pre-refrigerado a  
















• Sacar las muestras y dejarlas secar en el medio ambiente 
1.2  Caracterización de los andamios poliméricos  
 
 La técnica no cambia la manera de caracterizar la morfología de los andamios, es decir 
la medida de la porosidad con el proceso de picnometría y la determinación de la porosidad a 
partir de las imágenes de SEM. 
Figura 1.1: Andamios sumergidos en solución de etanol (80%v/v) a      
-20°C 









9 2,5% 5% 96 75-100 
10 2,5% 0% 91 50-80 
11 7,5% 5% 81 40-60 
12 7,5% 0% 86 30-45 
 


































Tabla 2.a: Resultados de los ensayos de extracción en frío 
Figura 2.a: Vista (*50) de un andamio 
con 2.5% de PLA y 5% de agua en el 
solvente y preparado por extracción en 
frío, temple a –20·C (Composición n°9) 
 
Figura 2.b: Vista (*50) de un andamio 
con 2.5% de PLA en dioxano puro  
preparado por extracción en frío, 
temple a –20·C (Composición n°10) 
 
Figura 2.c: Vista (*50) de un andamio 
con 7.5% de PLA y 5% de agua en el 
solvente y preparado por extracción en 
frío, temple a –20·C (Composición n°11) 
 
Figura 2.d: Vista (*50) de un andamio 
con 7.5% de PLA en dioxano puro y 
preparado por extracción en frío, 
temple a –20·C (Composición n°12) 
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 Para interpretar los resultados del diseño experimental, vamos a intentar  identificar 





















































Tabla 2.b: Resumen de la influencia de los parámetros en función de sus 
niveles, sobre el mecanismo de separación de fases, según la bibliografía 
consultada 
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2.1 Composiciones del diseño experimental que han sufrido 
una separación de fases sólido-líquido  
 
2.1.1 Composición n°10 
 
Los parámetros de la composición nº10 parecen ser favorables a la separación de fases 
sólido- líquido (ver Tabla 2.b p48). La porosidad bastante elevada (91%) de los andamios 
producidos y el tamaño intermedio de los poros no nos permiten afirmar a partir de qué 
mecanismo resultan estas características. Efectivamente, el contenido de polímero es bajo, 
entonces es normal que la porosidad sea elevada  
 Las Figuras 2.b p47, 2.1.1.a y b muestran canales de cristalización del dioxano y la 
estructura parece estar orientada, aunque no es tan claro que en otros casos. Así podría ser que 
el mecanismo, principal responsable de la morfología de los andamios de composición nº10, 
fuera la separación sólido- líquido. 
 
 
Figuras 2.1.1.a y b: Vistas (*250 y *500) de un andamio con 2.5% de PLA en 
dioxano puro, templado a -20ºC, y preparado por extracción en frío 
(Composición n°10) 
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2.2 Composiciones del diseño experimental que han sufrido 
una separación de fases líquido-líquido  
 
2.2.1 Composición n°12 
 
 La Tabla 2.b p47 muestra que la concentración en agua favorece la separación 
sólido- líquido, y al contrario la concentración en polímero es mas favorable a la separación 
líquido- líquido. Los valores intermedios de porosidad (86%) de tamaño de poros no nos 
permiten afirmar a partir de qué mecanismo resultan estas características. 
Pero, las Figuras 2.d p46, 2.2.1.a y b, muestran una morfología relativamente isotrópica, no 
orientada y sin canales de cristalización. Así podría ser que el mecanismo, principal 






Figuras 2.2.1.a y b: Vistas (*250 y *1500) de un andamio con 7.5% de PLA en 
dioxano puro, templado a -20ºC, y preparado por extracción en frió 
(Composición n°12) 
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2.3 Composiciones del diseño experimental que han sufrido 
una separación de fases sólido-líquido y líquido-líquido 
 
2.3.1 Composición n°9 
 
 La Tabla 2.b p47 muestra que para la composición n°9, la concentración en polímero 
favorece la separación sólido-líquido, y al contrario la composición del solvente favorece la 
separación líquido- líquido. El valor elevado de porosidad (96%) de los andamios parece 
indicar que la separación de fases líquido- líquido ha ocurrido durante la formación de la 
morfología de este andamio. El tamaño de poros, que es relativamente elevado (75-100µm), 
puede ser debido a la baja concentración de polímero. 
Además sobre la Figura 2.a p46, no se nota claramente una estructura orientada con canales 
de cristalización pero se puede ver poros pocos interconectados, morfología mas típica de la 
separación sólido-líquido. Finalmente, los andamios presentan la misma particularidad que las 
composiciones n°7 y 8 del diseño experimental, una micro porosidad dentro de las paredes de 










Figuras 2.3.1.a y b: Vistas (*250 y *1500) de un andamio con 2.5% de PLA en 
dioxano con 5% de agua, templado a -20ºC y preparado por extracción en frío 
(Composición n°9)
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2.3.2 Composición n°11 
 
 Los parámetros de la composición nº11 parecen ser favorables a la separación de fases 
líquido- líquido (ver Tabla 2.b). El valor débil de porosidad (81%) y relativamente baja del 
tamaño de poros (40-60µm) de los andamios puede ser debido a la alta concentración en 
polímero. 
 Aunque las Figuras 2.c p47, 2.1.3.a y b, no nos permiten observar claramente gran 
canales de cristalización bien orientados, podemos ver partes con una estructura de escalera 
característica de la separación sólido-líquido.  
Se puede también observar, aunque no es muy pronunciado, la presencia de micro-rugosidad 
sobre las paredes de los poros (Figura 2.1.3.b) y eso parece indicar que el mecanismo de 
nucleación y crecimiento ha ocurrido. 
 Así, una vez más, podría ser que los andamios de la composición nº11 hayan sufrido 




Figuras 2.3.2.a y b: Vistas (*250 y *500) de un andamio con 7.5% de PLA en 
dioxano con 5% de agua, templado a -20ºC, y preparado por extracción en frío 
(Composición n°11) 
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VI/ Control de la orientación de los canales de 
enfriamiento 
 
Durante la observación de andamios con el SEM hemos notado que la estructura 
interna presentaba algunas particularidades. Efectivamente parece que los canales que resultan 
de la dirección de enfriamiento tienen una orientación preferencial y una distribución más o 
menos organizada. En efecto, la progresión del frente de cristalización del solvente define la 
principal orientación de los poros, los ejes largos paralelos a la dirección de 
enfriamiento(Schugens et al., 1996a).  En este caso, se puede ver sobre las figura 5.a y 5.b que 
canales principales empiezan en el borde de la muestra que está en contacto con el molde de 
aluminio. Suponemos que el aluminio se enfría muy rápidamente en contacto con el nitrógeno 






























Figura 5.a   Vista (*35) transversal de un 
andamio con 5% de PLA en dioxano puro 
 
Figura 5.b   Vista (*70) transversal de un 
andamio con 5% de PLA en dioxano puro 
Figura 5.c   Vista (*500) transversal de un 
andamio con 5% de PLA en dioxano puro 
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Así se diseñaron moldes de teflón para estudiar la relación entre la dirección de 
enfriamiento y la morfología. En realidad, el teflón es un material que no conduce mucho el 
calor (0.25 W m-1 K-1 a temperatura ambiente), y por lo tanto el frente de enfriamiento no 
debería empezar en las paredes del molde. Entonces el enfriamiento del material empieza en 
la superficie exterior que está directamente en contacto con el líquido de temple. Siguiendo el 
protocolo experimental, hemos producido andamios utilizando moldes de teflón y hemos 
obtenido estructuras que presentan una estructura orientada, como se ve sobre las Figuras 5.d, 






































Figura 5.f: Vista (*50) transversal de un 
andamio con 5% de PLA y 5% de agua 
en el solvente, templado a –196ºC y 
fabricado con moldes de teflón  
 
Figura 5.e: Vista (*80) transversal de un 
andamio con 5% de PLA y 5% de agua en el 
solvente, templado a –196ºC y fabricado con 
moldes de teflón  
 
Figura 5.g: Vistas (*80) transversales de un 
andamio con 5% de PLA y 5% de agua en el 
solvente, templado a –196ºC y fabricado con 
moldes de teflón  
 
Figura 5.d   Vista (*20) transversal de un 
andamio con 5% de PLA en dioxano pur, 
templado a –196ºC y fabricado con moldes 
de teflón 
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Para poner más en evidencia la estructura dendrítica observada anteriormente, hemos 
realizado moldes tapados con una placa metálica. Así como el metal conduce más el calor que 
el teflón, el frente del enfriamiento podría desarrollarse longitudinalmente. Además andamios 
con una forma cilíndrica vacía el centro, podrían ser muy interesantes para aplicaciones 
biomédicas cardiovasculares por ejemplo, porque podrían permitir la circulación de la sangre.  
Entonces, hemos preparado una solución con 5% de PLA y 5% de agua en dioxano. 
La solución dentro de los moldes de teflón se ha enfriada, poniendo la placa metálica en 


















Hemos tenido problemas para la eliminar el solvente durante la etapa de liofilización y 
hemos procedido a eliminar el dioxano residual mediante la técnica de extracción en frío. Por 
falta de tiempo, no ha sido posible observar las estructuras obtenidas en SEM. 
 
 
Figura 5.h: Moldes de teflón 
tapados con una placa metálica 
Figura 5.i: Temple de la solución 
con 5% de PLA y 5% de agua en 
dioxano. 
Figura 5.h: Andamios con 5% de PLA en dioxano 
con 5% de agua, templados en nitrógeno líquido, y 
fabricados con moldes de teflón 






 A partir de la bibliografía consultada, hemos conseguido implantar el método de 
separación de fases inducida térmicamente, en el laboratorio de biomateriales. También 
hemos desarrollado moldes que permiten controlar la orientación de la morfología de los 
andamios, y dos técnicas de eliminación del solvente, etapa muy importante del proceso de 
separación de fases inducida térmicamente. 
 
 La técnica de separación de fases inducida térmicamente, se rige por 2 mecanismos: 
las separaciones de fases sólido-líquido y líquido- líquido. El primero se funda en la 
cristalización del solvente y teóricamente, los andamios fabricados de esta manera, tienen una 
morfología tubular muy anisotrópica con una estructura interna similar a la de una escalera 
(Zhang and Ma, 2002; Schugens et al., 1996a), muy atractiva para la regeneración de nervios 
por ejemplo  (Schugens et al., 1996b). Al contrario, la separación de fases líquido- líquido, que 
puede también ocurrir mediante 2 mecanismos (nucleación y crecimiento o descomposición 
espinodal), produce una porosidad muy isotrópica. Los dos tipos de separación de fases, 
pueden ocurrir conjuntamente, lo que no facilita su control, y dependen principalmente de los 
tres parámetros estudiados durante el diseño experimental: la concentración en polímero, la 
composición del solvente y la temperatura de temple. La bibliografía consultada es un poco 
confusa sobre el desarrollo de estos mecanismos, y las morfologías producidas no son 
identificadas claramente pero nuestros resultados están en adecuación con las características 
morfológicas observadas en los artículos científicos que tratan el tema. 
  
  Los dos procesos de eliminación del solvente desarrollado durante el proyecto, son 
simples pero parece que la extracción en frío representa una alternativa interesante a la 
liofilización que impide la desintegración de la estructura porosa,  pero que necesita mucho 
más tiempo y energía. Entonces el proceso completo de fabricación de andamios es más 
competitivo económicamente cuando la eliminación del solvente se hace con la técnica de 
extracción en frió. Además según nuestros resultados, parece que el control de la extracción 
del dioxano es más fácil con la extracción en frío, y eso es una ventaja no despreciable. Sin 
embargo, la extracción en frío no se utiliza mucho pese a sus ventajas aparentes. No sabemos, 
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por lo tanto, si esta técnica posee otras desventajas, debidas al etanol por ejemplo, que frenan 
su aplicación. 
 Así seria conveniente durante ensayos futuros, medir la cantidad de dioxano residual 
en los andamios y calibrar la toxicidad del dioxano y del etanol. Para comparar mas 
rigurosamente los 2 procesos de eliminación del solvente, sería interesante repetirlos muchas 
con composiciones iguales. 
 Aprender a dominar la morfología, su orientación y la micro rugosidad observada 
sobre algunos andamios, es también un trabajo a desarrollar puesto que las aplicaciones de los 
andamios dependen de estas características. 
 Finalmente, es necesario optimizar la caracterización de los andamios, realizando 
ensayos mecánicos y de degradación. Añadir vidrio de fosfato de calcio para mejorar las 
propiedades mecánicas y biológicas es una idea a desarrollar. La observación por SEM, que 
es la manera de identificar el tipo de separación de fases que ocurre, puede también ser 
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Figura 6: Vista (*250) de un andamio 
con 5% de PLA en dioxano puro, y 
templado a  –196ºC  
 
Figura 1: Vista(*50) de un andamio con 
2.5% de PLA en dioxano con 5% de 
agua, y templado a –196ºC  
 
Figura 2: Vista (*50) de un andamio con 
5% de PLA en dioxano puro y templado a    
 –196ºC  
 
Figura 3: Vista (*50) de un andamio 
con 5% de PLA en dioxano con 5% 
de agua, y templado a –196ºC  
 
Figura 4: Vista (*50) de un andamio 
con 5% de PLA en dioxano con 5% 
de agya, y templado a 0ºC 
 
Figura 5: Vista (*250) de un andamio 
con 2.5% de PLA en dioxano con 5% de 
agua,  y templado a –196ºC  
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Figura 9: Vista de un andamio con 2.5% 
de PLA en dioxano con 5% de agua,          
y templado a –196ºC (*500) 
 
Figura 11: Vista (*500) de un andamio 
con 5% de PLA en dioxano con 5% de 
agua, y templado a –196ºC  
 
Figura 12: Vista de un andamio con 5% de 
PLA en dioxano con 5% de agua, y templado 
a 0ºC (*500) 
 
Figura 10: Vista de un andamio con 5% de 
PLA en dioxano puro y templado a             
–196ºC (*500) 
 
Figura 7: Vista (*250) de un 
andamio con 5% de PLA en dioxano 
con 5% de agua y templado a –196ºC 
 
Figura 8: Vista (*250) de un 
andamio con 5% de PLA en dioxano 
con 5% de agua y templado a 0ºC  
 






Figura 16: Vista de un andamio con 5% de 
PLA en dioxano con 10% de agua, y 
templado a –196ºC (*1500) 
 
Figura 13: Vista (*1500) de un andamio 
con 2.5% de PLA en dioxano con 5% de 
agua, y templado a –196ºC  
 
Figura 14: Vista (*1500) de un andamio con 
5% de PLA en dioxano puro, y templado a  
 –196ºC  
 
Figura 15: Vista (*1500) de un andamio 
con 5% de PLA en dioxano con 5% de 
agua, y templado a –196ºC  
 
Figura 17: Vista (*50) de un andamio 
con 2.5% de PLA en dioxano con 5% de 
agua, y preparado por extracción en frío 
 
Figura 18: Vista (*50) de un andamio con 
2.5% de PLA en dioxano puro, y preparado 
por extracción en frió 
 






































Figura 19: Vista (*50) de un andamio con 
7.5% de en dioxano con 5% de agua, y 
preparado por extracción en frió 
 
Figura 20: Vista (*50) de un andamio con 
2.5% de PLA en dioxano puro, y preparado 
por extracción en frió 
 
Figura 21: Vista (*250) de un andamio con 
2.5% de PLA en dioxano con 5% de agua,  
y preparado por extracción en frió 
 
Figura 22: Vista (*250) de un andamio 
con 2.5% de PLA en dioxano puro, y 
preparado por extracción en frió 
 
Figura 23: Vista (*250) de un andamio 
con 7.5% de PLA en dioxano con 5% de 
agua, y preparado por extracción en frió 
 
Figura 24: Vista (*250) de un andamio 
con 7.5% de PLA en dioxano puro, y 
preparado por extracción en frió 
 


































Figura 25: Vista (*500) de un andamio 
con 2.5% de PLA en dioxano puro, y 
preparado por extracción en frió 
 
Figura 26: Vista (*500) de un andamio con 
7.5% de PLA en dioxano con 5% de agua, 
 y preparado por extracción en frió 
 
Figura 27: Vista (*500) de un andamio 
con 7.5% de PLA en dioxano puro, y 
preparado por extracción en frió 
 
Figura 28: Vista (*1500) de un andamio 
con 2.5% de PLA en dioxano con 5% de 
agua, y preparado por extracción en frió 
 
Figura 29: Vista (*1500) de un andamio 
con 2.5% de PLA en dioxano puro y 
preparado por extracción en frió 
 
Figura 32: Vista (*1500) de un andamio 
con 7.5% de PLA en dioxano puro, y 
preparado por extracción en frió 
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